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微细 胞 (microcell ) 的 制备 及 其 生物 学 特性 
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本 文 比较 了 单纯 月 秋水 酰 欢 (ThgApmi 和 秋水 酰 胶 (188gAml) 加 细胞 松弛 
XB (lug/ml) KR MM X 482F35 38 0) ient 3k y B a a k P k, 发 现 后 一 种 方 
法 大 大 提高 了 微 甸 胞 的 获得 率 。 对 于 被 核 化 细胞 的 离心 陪 被 方法 以 及 粗 制 的 窗 
细胞 纯化 方法 亦 必 了 改进 。 同 时 研究 了 和 搬 甸 胞 的 存活 时 间 以 及 它 的 大 小 擎 生物 
学 特性 。 并 且 研 究 了 CHO Weg3-h SL7 HFC vs f$ fe li BAK OK Mb Beo BOK HE 
加 细胞 松弛 素 昌 复合 处 理 后 的 向 核 率 ， 发 现 后 一 种 方法 能 促进 细胞 的 微 核 化 ， 
但 不 同 的 细胞 扰 对 这 两 种 有 疆 分 裂 阻 断 剂 放 感性 差 开 很 大 ， 体 外 末 经 转化 的 人 
的 正常 成 纤维 细胞 对 有 丝 分 裂 阻 断 剂 的 教 感性 与 细胞 年 龄 有 密 茹 关系 ， 越 年 轻 
ABE, 
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(cytochalasin B, CB) 离心 脱 核 ， 获 得 比 原来 的 细胞 小 得 多 的 亚 核 颗粒 ， 这 种 亚 核 颗 
粒 的 外 面 有 微量 的 细胞 质 与 细胞 膜 ，Ege 等 把 这 种 颗粒 叫做 微细 胸 (microcell), 

目前 ， 微 细胞 主要 用 来 介 导 染色 体 转 移 ， 它 能 把 完整 的 染色 体 从 一 种 哺乳 动物 的 网 
胞 中 转 入 另 一 种 哺乳 动物 的 细胞 中 ， 从 而 可 用 来 进行 人 类 和 哺乳 动物 的 基因 定位 、 基 因 
表达 和 基因 调控 的 研究 (Fournier，1977; Wortor, 1981) 。 由 于 微细 胞 比 全 细胞 核 小 
得 多 ， 因 此 当 它 和 受 体 的 全 细胞 融合 后 ， 只 介 导 一 条 或 几 条 染色 体 到 受 体 细胞 中 ， 这 就 
减少 了 杂种 细胞 基因 组 的 复杂 性 ， 简 化 了 供 体 表现 型 和 殿 体 染色 体 之 间 的 关系 ， 缩 短 
了 基因 定位 的 时 间 。 目 前 已 经 用 这 个 方法 定 了 人 ?了 号 染色 体 上 的 胶原 蛋白 结构 基因 
(Sykes, 1978) 。 另 外 ， 用 微细 胞 的 方法 研究 细胞 的 恶性 表现 型 的 表达 和 抑制 也 是 很 
有 前 途 的 〈 颜 水 杉 ，t983) 。 

本 文 在 我 们 实验 室 的 条 件 下 ， 研 究 了 微细 胞 的 制备 及 其 生物 学 特许 ， 并 比较 了 四 种 
细胞 株 对 有 丝 分 裂 阻 断 剂 的 敏感 性 。 
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(一 ) 微 核 化 RiNACHOCE RRA), Wes h. 《 仑 记 肺 成 纤维 细胞 ) 、 
SL; CA WRI ARSE HEAR. HEC (成 人 包皮 成 纤维 细胞 ) 四 种 细胞 株 。 其 中 HEC 是 我 们 
实验 室 自己 建立 的 ， 其 余 三 种 甸 胞 株 系 从 其 它 实验 室 引 进 。: 培 养 基 组 成 是 RPMT6so 培 养 
基 加 20% 小 牛 血 清 (自制 》。 细 胞 接种 在 预先 制备 好 的 5.8 x 1,3cm 塑 料 片 上 ， 这 种 塑料 
片 是 用 热 针 从 塑料 培养 瓶 上 切割 下 来 的 。 在 接种 细胞 前 ， 塑料 片 在 500ng/ml E7 AER 
HAA (concanavalin, A) 溶液 中 浸泡 一 分 钟 。 细 胞 接种 数 为 1 x10* 个 。 细胞 接种 
后 24 小 时 〈5L; 和 DEC 为 36 小 时 ) 即 细胞 处 于 对 数 生 长 期 ， 添 加 秋水 仙 胺 (colcemid)， 
最 终 浓度 为 Lugymil。 继 续 培养 24 小 时 ， 再 加 CB， 其 浓度 为 5 ug/ml， 再 继续 培养 12 小 
时 ， 即 可 取出 塑料 片 进行 离心 制备 微细 胞 。 

(CI 离心 将 上 述 塑 料 片 从 培养 焉 中 取出 ， 将 两 片 塑料 片 背 靠背 《细胞 南 为 正 
Wi) 直立 于 含 10hg/m1CB 的 全 培养 基 离 心 符 中 ，37sC 铸 育 2 小 时 。 然 后 将 离心 管 置 于 
藤 温 在 342C 的 高 速 离心 机 ( 西 德 产 CHRISI》 中 ， 以 1900 转 /分 离心 30 分 钟 ， 在 此 期 间 内 
腔 温 一 直 要 控制 在 32°C 一 35°C， 此 时 离心 管 中 培 养 基 的 温度 则 为 34°C 一 37°C。 

(=) 微细 胞 的 纯化 外 将 离心 后 的 细胞 团 块 用 无 血清 培养 基 稀释 至 20ml， 用 
孔径 54 的 微 孔 滤 膜 (上 海产 ) ER, OR RD EMAAR ASL HF Eh A 
成 iml. 非常 细心 的 滴 注 到 预先 制备 好 的 1 一 3 % 牛 血清 白 蛋 白 梯 度 的 最 上 
层 ， 梯 度 液 的 总 体积 为 50ml，pH 7 。 在 室温 下 自然 沉降 3 小 时 ， 然 后 取 上 20ml 梯度 液 
离心 、 洗 涤 收 获 纯化 的 微细 胞 。 

(DU) 存活 率 计 算 ”将 纯化 后 的 激 网 胞 接种 在 含 全 堵 养 基 并 放 有 盖 玻 片 的 培养 于 
中 。 置 37eC 下 培养 ， 每 隔 6 小 时 取 一 片 盖 玻 片 用 台 酚 蓝 染 色 计 死活 细胞 比例 。 

CR) 微细 胞 和 全 细胞 的 测量 SDRAM. Giemsa fe, MEM 
测 微 器 在 油 镜 下 测量 100 个 细胞 ， 计 算 平 均 直 径 。 

CX) 微 核 率 的 比较 ”将 四 种 细胞 分 别 接种 在 放 有 盖 玻 片 的 培养 阻 中 ， 每 种 细胞 接 
种 2 一 4 个 上 述 培养 咀 ， 每 个 培养 下 中 有 4 一 & 片 盖 玻 片 。 在 细胞 处 于 对 数 生长 期 时 ， 
先 计 算 其 自发 徽 核 率 ， 然 后 每 种 绍 胸 分 两 组 ， 包 复合 处 理 组 ， 秋 水 仙 跤 《1 pgAml)y fE 
用 24 小 时 ， 再 加 CB (s pg/m) 。 加 单纯 用 秋水 仙 膀 处 理 组 : RK 3 Ze yk EE Ou 
1ug/ml 。 这 两 种 组 合 都 在 每 隔 6 小 时 取出 一 片 盖 玻 片 用 醋酸 地 衣 红 染色 2 — 3 分 钟 ， 
再 笋 以 大 盖 片 ， 在 油 镜 下 计数 500 个 细胞 ， 计 算 其 微 被 率 。 


结果 与 讨论 


(一 )〉 微 细胞 的 成 活 率 [图 1 BARRA SAAR DA 
路 有 差异 ，Wg3 一 上 刚 纯化 后 的 成 活 率 为 85%，48 小 时 后 降 到 11.6%。 而 CHDO 刚 纯化 后 
的 成 活 率 为 99 昨 ，24 小 时 后 为 7.33 听 ，48 小 时 后 只 有 2 NEA., 以 CHO 来 说 ， 除 去 1 一 
2 名 逃避 纯化 的 全 细胞 外 , 大 部 份 微 细胞 的 成 活 时 间 约 为 24 小 时 ,Wg3 一 了 上 的 微细 胞 存活 
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时 间 比 较 长 ， 而 出 纯化 后 的 成 医 率 又 低 于 CHO， 其 原因 将 在 下 文 讨论 。 
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Fig 1, Survival curve of microrells purified from CHO and Wg3— h 


(=) 微细 胞 获得 率 [ 表 1] ”我 们 对 CHO 和 Wg3 一 上 两 种 细胞 株 在 相同 的 条 件 
下 分 别 进行 了 四 次 实验 ， 通 过 压 滤 纯 化 ，[ 图 2，3 2 所 获得 的 微细 胞 数 ，Wg3 一 上 明 
显 低 于 CHO， 用 牛 血清 白 蛋 白 梯度 沉降 法 纯化 其 结果 与 压 滤 法 一 致 。 说 明 Wg3 一 上 不 
易 微 核 化 ， 因 而 向 细胞 获得 量 也 少 。 


Table 1, The practical yield of microcell by a sequential colcemid- 
cytochalasin B treatment in CHO and Wgš— h 


: 离心 纯化 后 微细 胞 获得 率 
细 胸 栋 阻 断 M 
L 2 3 4 平均 
-一 
CHO KR BR + CB 7.7 X16  2,8x107 1.375107 — 5.8x189 1.255% 187 
Wg3— h $k ok MERE + CB 5.84x 185 — 2,9x165 1.65108 8x105  T.:6 x16 


area a RE .OUOIXXKK lb a P 


(三 》 微 细胞 和 全 细胞 直径 测量 结果 [ 表 2] — 2300 T CHORIWe3— hea 
胞 和 微细 胞 直径 的 分 布 范围 和 平均 值 ， 统 计 学 处 理 ，CHO 和 机 g3 一 上 全 细胞 直人 怪 无 显 
XXE (P>0.05) ， 而 两 种 微细 胞 直径 相 比 ，CHO (x —4.48) 明显 小 于 We3 一 上 
(X —5.80 ， 经 统计 学 处 理 两 种 微细 胞 直径 之 间 存 在 着 高 度 显著 性 差异 (P <0.01)。 
就 分 布 范围 来 看 ，CHO 和 Wg3 一 了 微细 胞 直 色 一 半 以 上 是 2 一 5k， 而 全 强 移 在 这 个 范 
围 内 一 个 也 没有 。CHO 珍 细胞 和 全 细胞 平均 直径 之 比 为 1 :2,19[ 图 42，Weg3 一 h 则 . 
为 1 :1.73。 可 见 CHO 由 于 易于 微 炉 化 ， 所 以 微细 胞 直径 比较 小 。CHO 细 胞 用 复合 处 
理 方法 其 微 核 数 在 2 一 40 不 等 ， 最 多 可 见 一 个 细胞 核 分 为 58 个 微 核 [图 5，6，7]。 
Weg3 一 了 比较 难于 微 核 化 因而 微细 胞 也 比较 大 ， 这 可 能 就 是 Wg3 一 了 微细 胞 存活 时 间 出 
较 长 的 主要 原因 。 
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Table 2, Distribution of diameters of microcells and intact 
nuclei in CHO and Wg3— h 
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(BU) 不 同 细 胞 株 对 有 丝 分 裂 阻 断 剂 葡 感 性 比较 [图 8 1: 

] ,单纯 用 秋水 栈 胺 处 理 ，48 小 时 CHO 的 微 核 率 37.4%， We3—hA2%, SLI% 
17.8%, HFC::849,3%, 

2。, 秋 术 梧 胺 阻 断 24 小 时 后 再 加 进 CB， 协同 作用 24 小 时 ， CHOBUEOE3]I 561.826, 
Wg3— h JF#20%, SL,3F226%, HFC3F264%, 
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Fig 8, Micronucleate ratio induced by a sequential colcemid-cytochalasin 
B and colcemid from CHO, Wg3— h, SL+, and HFC 


上 述 结 果 可 明显 的 看 出 ， 秋 水 酰 胶 和 CB 协同 作用 ， 对 四 种 细胞 株 的 微 核 率 都 高 于 
单纯 用 秋水 酰胺 处 理 的 微 核 率 [图 9 ]。 这 个 结果 和 Foturnier 等 1981 年 报道 的 结果 一 致 。 
但 他 用 的 细胞 株 和 我 们 不 同 ， 说 明 这 种 现象 带 有 普遍 性 。 我 们 分 析 复合 处 理 其 微 核 率 所 
以 高 可 能 与 CB 的 多 核 效应 有 关 ， 根 据 Kenneth 等 80 年 报道 ，CB 对 体外 培养 的 肿瘤 细胞 
和 病毒 及 化 学 致癌 剂 转化 的 细胞 都 能 产生 多 核 效应 《Takii， 1976) 。 我 们 实验 室 84 年 
建立 的 人 鼠 杂 种 永久 细胞 系 ， 对 CB 也 很 敏感 ， 以 2 kg/ml 的 CB 处 理 对 数 生 长 的 杂种 细 
BARA CRAMMER , 其 多 核 化 细 胸 几乎 比 未 经 CB 处 理 的 细胞 多 一 悄 。 
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Ea en i i ee 
CHOMWe3— h RER T-6 BUE ARCH, HT RRM CB 这 样 的 有 丝 
分 裂 阻 断 剂 ， 其 敏感 性 存在 着 显著 差异 ， 是 否 是 来 自 不 同 组 织 的 原因 ， 亦 或 转化 条 件 不 

一 样 ， 尚 有 待 进一步 探索 。 

SL, 或 HFC 细 胞 同 是 来 自 人 的 成 纤维 细胞 ， 都 未 经 转化 ， 它们 对 秋水 酌 胺 和 CB 的 
敏感 性 差异 ， 我 们 认为 其 主要 原因 是 SL; 已 超过 30 代 ， 因 而 对 阻 斯 剂 反 应 授 印 ， 而 HFC 
则 比较 年 轻 Cad , BEEN SHE. McNeill (1980) 报道 也 认为 未 经 H 
化 的 30 代 以 后 的 人 成 纤维 细胞 不 易 微 核 化 。 | 

(五 ) 我 们 采用 直立 塑料 片 法 离心 ， 出 传统 的 圆 型 的 玻璃 或 塑料 片 ， 其 细胞 贴 附 面 
积 要 大 四 倍 左右 ， 再 加 上 每 个 离心 管 可 同时 存放 两 片 ， 增 加 了 悦 核 细胞 数 ， 因 而 大 大 地 
RATRANDER (AA, 1983) 。 

CAD BES ARS BANOS, ERRARE A k Hl 
细胞 不 易 脱 落 ， 这 样 就 不 需要 预先 离心 (把 贴 附 不 补 的 细胞 去 掉 )， 可 节约 时 间 ， 并 可 者 
加 细胞 的 脱 核 率 。 我 们 还 比较 了 广州 医药 工业 研究 所 试 产 的 刀 豆 豆 和 美国 (sisma) fE 
刀 豆 球 蛋 白人 A， 其 效果 无 明显 差异 。 
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MICROCELLS, THEIR PREPARATION AND 
BIOLOGICAL CHARACTERISTICS 


Shan Xiangnian He Lin Wang Shijun 
(Department of Cytogenetics, Nanjing Railway Medical College) 


1. The exponentially growing population of CHO cells (Chinese hamster 
ovarian fibroblast) and Wg3— h cells (Chinese hamster lung fibroblast) were 
micronucleated by treatments in succession with colcemid (1 pg/ml, 24hr) and 
with cytochalasin B (5 ug/ml, 12hr), The micronucleated cells attached to the 
plastic slides were enucleated by centrifugation at 19,000 r. p. m. for 30 min 
in complete medium plus cytochalasin B (10ug/ml) at 34—37°C, The plastic 
slides were cut from tissue culture flasks with heating needle, The crude microcell 
preparations were purified by filtration through microporous membrane filters, 
The survival rates and the diameters of the microcells were studied, In addition, 
the yield of microcells was counted in each experiment, 

2. The sensitivities of CHO, Wg3— h, SL,, (Human embryo lung fibro- 
blast}, and HFC (Human foreskin fibroblast) cells to mitotic arrest agents 
were compared, The micronucleation rates of the four cell lines produced by 
colcemid and cytochalasin B tretments in succession were much higher than that 
induced simply by colcemid. 


Key words, Microcells Cell line Cytochalasin Gene 
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